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SKW6.4, Raji および Namalwa 細胞は American Type Culture Collection (ATCC)から購入し
た．ドキソルビシンに抵抗性の SKW6.4 細胞（SKW-DOX）は，低濃度のドキソルビシン(10 
ng/ml)に長期間暴露して得た．また，in vivo 実験において SKW6.4 細胞を IVIS システムによ








3) 抗体結合リポソームの作製  





を結合させた．そして，抗 CD19 抗体あるいは抗 CD2 抗体を，ガングリオシドに結合させた
HAS (human serum albumin)へ3,30-dithiobis(sulfosuccinimidyl)propionate (DTSSP)を用い
てクロスリンクさせた．Cy5.5 もしくは rapamycin を内包したグライコリポを GL-Cy5.5 もし
くは GL-Rap，そして抗 CD2 抗体を結合した GL-Cy5.5 もしくは GL-Rap を CD2-GL-Cy5.5
もしくは CD2-GL-Rap，更に抗 CD19 抗体を結合した GL-Cy5.5 もしくは GL-Rap を
CD19-GL-Cy5.5 もしくは CD19-GL-Rap と名付けた． 
 
4) 細胞傷害性の検討 (in vitro) 
細胞数は WST-1 法で半定量した．すなわち，1 well につき 0.5×105個の細胞を 96-well 培養
プレートに播種した後，リポソーム化 rapamycin を添加して 72 時間培養した．その後，細胞
培養液 100 μl に対し WST-1 溶液を 10 μl 添加して 1 時間培養した．還元された WST-1 の吸光




combined immunodeficiency (NOD/SCID) mice (雌，6-7 週齢，体重 19-21 g)は Charles River 
Laboratories から購入した．抗 CD19 抗体を結合したグライコリポの CD19 に対する特異性を
検討する実験では，1.0×107個の SKW6.4 細胞をマウスの左背部皮下へ移植した．その 7 日後，
CD19-GL-Cy5.5 と CD2-GL-Cy5.5 を尾静脈から投与し，腫瘍に取り込まれた Cy5.5 の赤色蛍
光を IVIS システムで撮影した．CD19-GL-Cy5.5 の抗腫瘍効果を検討する実験では，2.0×106
個の SKW-RFP 細胞を NOD/SCID マウスの腹腔内へ移植し，GL，Rap，GL-Rap，CD2-GL-Rap
そして CD19-GL-Rap を尾静脈から週 2 回で投与した．生存は毎日確認し，RFP の赤色蛍光を
IVIS システムで週 1 回撮影した． 
 
研究成績 
1）抗 CD19 抗体を結合したリポソームの CD19 に対する特異性 
まず，3 種類のバーキットリンパ腫細胞株，SKW6.4，Raji，および Namalwa の rapamycin
感受性を検討したところ，SKW6.3 細胞が最も高感受性であったため，以後の検討にはこの細
胞株を選択した．同細胞における CD19 の発現はフローサイトメトリーで確認した．次に， 
SKW6.4 細胞へ GL，GL-Cy5.5，CD2-GL-Cy5.5 そして CD19-GL-Cy5.5 を添加した．フロー







2) 抗 CD19 抗体を結合したリポソーム化 rapamycin（CD19-GL-Rap）の性状 
透過型電子顕微鏡を用いた観察では，GL，GL-Rap，CD2-GL-Rap そして CD19-GL-Rap の形
状は均一な球形であった．粒子径はおおよそ 140 nm，脂質濃度は 30 mg/ml，ゼータ電位は-65 
mV，rapamycin 濃度は 1.2 mg/ml，抗体濃度は 121 μg/ml であった． 
 
3) CD19-GL-Rap の細胞傷害性 (in vitro) 
SKW6.4 細胞に GL-Rap，CD2-GL-Rap そして CD19-GL-Rap を添加し 72 時間培養したとこ
ろ，CD19-GL-Rap で最も強い細胞傷害性が認められた．一方，CD19-GL-Rap の細胞障害性
は，SKW6.4 細胞をあらかじめ抗 CD19 抗体で処理することにより中和されたが，抗 CD2 抗
体ではこの中和効果を再現できなかった．また，2 名の患者から採取したバーキットリンパ腫
細胞を用いた検討においても，CD19-GL-Rap の細胞障害性は確認された．更に，ドキソルビ
シンに耐性を獲得した SKW6.4 細胞すなわち SKW-DOX 細胞に対しても， CD19-GL-Rap は
十分な細胞障害性を発揮した． 
 
4) CD19-GL-Rap によるオートファジー型細胞死の誘導 
SKW6.4 細胞に CD19-GL-Rap を添加したところ，ウエスタンブロット法によりオートファジ
ー型細胞死のマーカーである LC3-II が CD19-GL-Rap の濃度に依存して検出された．また，
CD19-GL-Rap が SKW6.4 細胞に誘導する細胞死は，オートファジーの阻害剤である
3-methyladenine (3MA)によって抑制された．一方，アポトーシス細胞死の阻害剤
Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethlketone (Z-VAD-FMK)やネクローシス細
胞死の阻害剤である N-acetyl L-cysteine (NAC)は，CD19-GL-Rap が SKW6.4 細胞に誘導する
細胞死を抑制しなかった．  
 
5) CD19-GL-Rap の抗腫瘍効果 (in vivo) 
赤色蛍光物質の RFP を遺伝子導入した SKW6.4 細胞すなわち SKW-RFP 細胞を NOD/SCID
マウスの腹腔内に移植すると，SKW-RFP 細胞の増殖にともない赤色蛍光が体表面より検出さ
れる．GL 投与群では，赤色蛍光がおおよそ移植後 21 日で検出されるのに対し，Rap，GL-Rap，
CD2-GL-Rap 投与群では 28 日，CD19-GL-Rap では 35 日であった．また，35 日目における
赤色蛍光強度を比較したところ，CD19-GL-Rap 投与群は Rap，GL-Rap および CD2-GL-Rap
投与群より低値であった．また，生存期間中央値は GL 投与群が 33 日，Rap，GL-Rap，





 リポソームを用いた薬剤の送達に関し，B細胞リンパ腫を対象とする際には，CD19や CD20 
がともに標的として適しているものの，CD19のほうが CD20より素早く internalizeされる 
とする報告がある．同一の報告において，CD19抗体結合リポソーム化ドキソルビシンは CD20 
抗体結合のそれより B 細胞リンパ腫に有効であることが示されている．更に，CD19を標的 
とした場合は，現在既に臨床で用いられている抗 CD20モノクロナール抗体，リツキシマブ 
を併用する選択肢が残されるというメリットがある． 











なお，近年では新規の mTOR阻害剤である temsirolimusや everolimusが腎癌などの治療に用
いられているが，これらもまたドキソルビシン抵抗性のバーキットリンパ腫細胞株に有効であ
ることを確認している．バーキットリンパ腫に対する mTOR阻害剤を用いたオートファジー誘導
型の治療は，更に進化する可能性を有すると考えている．一方，リポソームを用いて生体にお
ける薬剤の送達を試みる際，その多くが肝脾の RES系で非特異的に取り込まれるという問題点
がある．これを解決するために，我々は当科吉田らの方法を導入した．吉田らは，L-fucoseを
結合した陰性荷電のリポソームを用いることで，RES系による非特異的な取り込みを抑制し，
抗癌剤を特異的に膵癌細胞へ送達することに成功している．この技術を応用して抗 CD19抗体を
結合した陰性荷電のリポソームを用いたところ，in vivoの投与でマウス体表面から肝脾への
取り込みを示唆する蛍光は検出されなかった．陰性荷電のリポソームを選択する妥当性が示さ
れたものと考えている．  
結論として，本研究により，CD19抗体結合リポソーム化ラパマイシンがバーキットリンパ腫
に対するオートファジー誘導型の新規治療法となりうる可能性が示された． 
 
